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　ヒトゲノム情報が公開され（1,2）、この情報に基づ
く「ゲノム医学」で、ヒト疾患の解明、病態の分類や
予測がなされるのではないかと大きな期待が寄せられ
て い る。 し か し な が ら「 個 人 化 医 療：personalized 
medicine」の現実に向けては、ヒトゲノム配列から
得られる個人の多型解析情報（SNP; single nucleotide 
polymorphism）だけでは不十分であり、当然のことな
がら、遺伝子発現解析（トランスクリプトーム）とタン
パク質機能解析（プロテオーム）の理解が必要である。
特に、マイクロアレイ解析による新しい病型診断は、我々
の望む「個人化医療」に直結する可能性を秘めており非
常に注目されている。実際、DNA マイクロアレイを用い
た遺伝子発現解析の結果、新たな病型診断や予後予測が
できたという報告や、治療反応性を予測しえたという報
告がこの数年で相次いでなされるようになり、この技術
が医療現場で応用できることが示されつつある（3-9）。
　今後のマイクロアレイ解析の発展は、おそらく、疾患
や器官・組織等に特異的な診断アレイの開発により拓か
れる。このため、本研究では口腔領域扁平上皮・扁平上
皮癌、ならびに唾液腺・唾液腺腫瘍を基に、口腔疾患診
断用マイクロアレイを開発することを目的とした。また、
実際に口腔組織で発現している遺伝子のプロファイリン
グを調べ、器官別、組織型別、疾患別にどのようなプロ
ファイリングの差が存在するのかを比較検討した。さら
に、研究の過程で作成した cDNA ライブラリーを整理し、
完全長遺伝子 cDNA を採取・整備し、遺伝子機能解析
などの今後の研究の資源として整備した。
【口腔領域 cDNA ライブラリーの作成】
　完全長の cDNA が多く含まれるように oligo-cap 法に
より口腔癌組織・正常粘膜の cDNA ライブラリーを作
成した。生命倫理の指針に従い、承諾書が得られた複数
患者の癌組織・正常組織の RNA を混合したものを使用
した（図 1）。
【口腔扁平上皮・扁平上皮癌における cDNA ライブ
ラリーの評価】
　口腔扁平上皮および扁平上皮癌から得られた cDNA
ライブラリーから 4800 個のクローンを取得し、5' 末
端の塩基配列を決定した。末端配列の情報をもとにク
ローンの帰属化を行った結果、互いに異なる 1423 種
類の cDNA クローンが識別された。ライブラリーの
平均重複度は約 3 であった (1423/4800 クローン )。
GenBank/EMBL/DDBJ データベースとの照合の結果、
完全長 cDNA クローンの割合は 61％と評価された。
　ライブラリーからの出現頻度が高かった遺伝子は、ケ
ラ チ ン (keratin 13, 6A, and 4; X52426, BC008807, 
X07695)、β ア ク チ ン (X00351)、α チ ュ ー ブ リ ン
(K00558) などの細胞骨格タンパクの遺伝子であった。
次に多く見られた遺伝子は、免疫グロブリンや主要組織
適合性複合体の遺伝子であった。これらの結果は、口腔
粘膜が物理的な防御壁としてだけでなく、免疫システム
にも寄与していることを示している。
　これらのクローンの 50％が既知遺伝子、30％が EST 
(Expressed Sequence Tag) であり、残りの 20% が新
規であるか機能未知の遺伝子であることが分かった。得
られたライブラリーは口腔癌・正常組織で発現している
ほとんどの遺伝子を含有しており、優れたライブラリー
であると思われる。
【口腔扁平上皮癌と他種癌（腺癌）の遺伝子発現
プロファイリングの比較】
　徳島大学歯学部口腔外科第二講座のご好意により提供
していただいた AZA-1, AZA-3, HSY, HSG 細胞株と正
常顎下腺組織を用いて oligo-cap 法により cDNA ライブ
ラリーを作成した。
　本研究で作成した唾液腺および腫瘍由来 cDNA ライブ
ラリーと、すでに同様の方法で作成した口腔扁平上皮お
よび癌由来 cDNA ライブラリーを比較した。唾液腺腫瘍
cDNA ライブラリーならびに cDNA マイクロアレイ作成と
遺伝子資源の整備 ：口腔領域
関　直彦 1、加藤直樹 1、二村好憲 1、
丹沢秀樹 2、鵜澤一弘 2、嶋田　健 2、森谷哲浩 2
1 千葉大学大学院医学研究院　機能ゲノム学、2 千葉大学大学院医学研究院　臨床分子生物学
Ⅲ． 遺伝子解析・タンパク解析
Ⅲ． 遺伝子解析・タンパク解析
132 133
由来 cDNA ライブラリーにおける cDNA の平均インサ
ートサイズは 1.6kb であり、完全長率は 65％であった。
平均の重複度は 2.3 であり、778 個の独立したクローン
を得ることができた。両者の cDNA ライブラリーに共通
したクローンは 186 個認められた。クローンの出現頻度
の比較をすると口腔扁平上皮由来 cDNA ライブラリーで
は構造タンパクが多く認められたのに対し、唾液腺由来
cDNA ライブラリーでは、味覚機能に関与する酵素や免
疫に関与する遺伝子が多く認められた（図 2）。それぞれ
の組織の役割を考える上で、非常に興味深い結果であっ
た。
【独自の cDNA マイクロアレイの作成】
　扁平上皮癌と腺癌から得られた cDNA クローンと、
白 血 病 (Acute Myeloid Leukemia と Acute Lympho- 
blastic Leukemia) の 識 別 に 有 用 な 48 遺 伝 子、 お よ
び 胃 が ん 由 来 (Gas4 cDNA library, Cancer Genome 
Anatomy Project, National Cancer Institute, Bethesda, 
MD, U.S.A.) の cDNA ク ロ ー ン 768 個 と、 さ ら に
Positive control (GAPDH 遺 伝 子 ), Negative control 
( ルシフェラーゼ遺伝子 ) をスライドグラス上に搭載した
（図 3）。
【独自の cDNA Microarray を用いた発現解析】
　口腔癌細胞株 (HSC-3, HSC-4) と正常口腔粘膜上皮を
比較した。正常口腔粘膜上皮に対し、HSC-3, HSC-4 細
胞株のそれぞれにおいて２倍以上の発現亢進遺伝子数は
109, 38 個であり、反対に 0.5 倍以下の発現減弱遺伝子
数は 170, 48 個であった。この二つの細胞株において共
通発現亢進遺伝子は７個、発現減弱遺伝子は 46 個であ
った。
RT-PCR による確認実験
　独自の cDNA マイクロアレイの能力を検証するため、
上記２種の口腔癌細胞株で発現亢進・発現減弱が認めら
れた 14 種類の遺伝子について、半定量的 RT-PCR によ
る検証を行ったところ、12 種の遺伝子についてマイクロ
アレイの結果を支持した。一方で、centaurin γ 2 遺伝
子の発現亢進、G protein α15 遺伝子の発現減弱につい
ては、追認できなかった。従って、86％ (12/14) の遺伝
子発現パターンが、マイクロアレイと RT-PCT とで合致
し、独自のマイクロアレイの系が有効に機能しているこ
とが確認できた。
【扁平上皮癌の遺伝子発現プロファイリング】
　独自に作成した口腔疾患解析用 cDNA マイクロアレイ
を用いて舌扁平上皮癌臨床検体の発現解析を行い、網羅
的な遺伝子発現パターンを得ること、また舌扁平上皮癌
に特徴的な遺伝子を探索することを目的とした（図 4）。
舌扁平上皮癌患者４症例の腫瘍組織とその近傍の正常口
腔粘膜を用いた。舌扁平上皮癌において、２倍以上に発
現が亢進あるいは 0.5 倍以下に発現が減弱している遺伝
子に注目し、４症例すべてにおいて共通した発現変動を
示したものを選び出した。発現亢進については 21 遺伝
子、発現減弱については 19 遺伝子が確認された。半定
量的な RT-PCR を行い発現状況の検証を確認した。
　特に、HOR034G05 遺伝子について抗体を用いて免
疫組織学的染色を行った。マイクロアレイ解析に用い
た 4 症例だけでなく、20 例の正常口腔粘膜組織と 45
例の舌扁平上皮癌組織について調べたところ、舌扁平上
皮癌組織では腫瘍実質にタンパク質の強発現が認められ
たが (41 例中 45 例 陽性 )、正常口腔粘膜組織では発現
が認められなかった (20 例中 20 例 陰性 )。この遺伝子
HOR034G05 は腫瘍マーカーとして用いられる可能性
がある。さらに、IL‐1β 遺伝子の扁平上皮癌における発
現上昇と IL-1ra 遺伝子の発現減弱が見出された。IL-1ra
タンパクは IL-1β のアンタゴニストで細胞表面の IL-1 受
容体に結合し、IL-1 の作用を抑制する能力を持つ。扁平
上皮癌細胞株で IL-1ra 遺伝子の発現が低下しているとい
うことは、IL-1β のオートクライン・パラクラインの作
用も受けているのかも知れない。そこで、IL-1ra 遺伝子
のバイオマーカーとしての有効性を確かめるため、臨床
検体における発現を RT-PCR によって解析した。その結
果６症例中４症例において癌組織での明らかな発現減弱
が認められた。IL-1ra 遺伝子の発現減弱は、扁平上皮癌
としてのマーカーになり得ると思われる。さらに、唾液
腺腫瘍由来細胞株（AZA-1, AZA-3, HSY, HSG）と正
常顎下腺組織の遺伝子発現強度を自家製 cDNA マイクロ
アレイを用いて解析し RT-PCR により検証した。４種類
すべての細胞株において、２倍以上の発現増強・0.5 倍
以下の発現減弱が認められた遺伝子として、それぞれ２
種類・７種類が選び出すことができた。選び出された遺
伝子の発現増強は唾液腺腫瘍細胞株のみに認められた。
この 2 遺伝子は腺癌の分子腫瘍マーカーとなる可能性が
高いことがわかった。
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図１.  cDNA ライブラリーの作成（oligo-capping 法）
図 2．唾液腺腫瘍および口腔扁平上皮癌由来 cDNA ライブラリーの比較
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図 3.  独自のｃ DNA マイクロアレイの作製
図４．独自の cDNA マイクロアレイ
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